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IN THE UNITED STATES PATENT AND TRADEMARK OFFICE 

In re Patent Application of 

MENOZZIetal Atty. Ref.: 960-34 

Serial No. Unknown Group: 

Filed: November 17, 1998 Examiner: 

For: IDENTIFICATION AND CLONING OF A 

MYCOBACTERIAL ANTIGEN CORRESPONDING TO A 

HEPARIN-BINDING HAEMAGGLUTININ 

*********** 

November 17, 1998 

Assistant Commissioner for Patents 
Washington, DC 20231 

Sir: 

PRELIMINARY AMENDMENT 

Kindly preliminarily amend this application as follows: 
IN THE CLAIMS 

Cancel claims 1-29 without prejudice and add the following new claims in lieu 
thereof: 
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- - 30. Antigene proteique mycobacterien comprenant la partie C- 
terminale de la sequence peptidique representee dans la figure 10, et plus 
particulierement tout ou partie des 50 demiers acides amines, ou tout 
variant de cette sequence obtenu par addition, substitution ou deletion d'un 
ou plusieurs acides amines, ledit antigene etant implique dans I'adherence 
des mycobacteries aux glucides sulfates des cellules epitheliales. 

31. Antigene selon la revendication 3.0 caracterise en ce que la 
sequence peptidique impliquee dans la fonction d'adherence est comprise 

dans la sequence suivante : 

KKAAPAKKAAPAKKAAPAKKAAAKKAPAKKAAAKKVTQK. 

ou toute portion ou variant de cette sequence permettant 

I'adherence de mycobacteries a des cellules notes et obtenu par addition, 

substitution ou deletion d'un ou plusieurs acides amines de ladite sequence 

peptidique. 1 

32. Antigene selon la revendication 3osusceptible d'etre obtenu 
a partir de M bovis BCG ou M. tuberculosis. 

33 Antigene selon Tune des revendications precedentes 
caracterise en ce qu'il est reconnu par les anticorps monoclonaux 4057 D2 
et 3921 E4. 

34. Sequence peptidique recombinante susceptible d'etre 
obtenue par expression dans un note cellulaire d'une sequence 
polynucleotidique representee dans ia figure 10, et constitutive d'un 
antigene mycobacterien HBHA implique dans I'adherence des 
mycobacteries aux glucides sulfates des cellules epitheliales. 

35 1 Sequence peptidique seion la revendication 34 caracterisee 
en ce que la sequence polynucleotidique est obtenue a partir de M. bovis 
BCG ou M. tuberculosis. 
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36. Sequence peptidique selon la revendication34caracterisee 
en ce qu'elle est reconnue par Panticorps monoclonal 3921 E4 et non 
reconnu par Panticorps monoclonal 4057 D2. 

37. Sequence peptidique recombinante selon Tune quelconque 
des revendications 34a 36, comprise dans la portion comprenant les 
50 demiers acides amines de Pextremite Oterminale de la sequence de la 
figure 10, ou tout variant de cette sequence obtenue par addition, 
substitution ou detection d'un ou plusieurs acides amines gardant lesdites 
proprietes d'adherence. 

38. . Sequence peptidique selon Pune des revendications34 a37 
caracterisee en ce que Phote cellulaire est un mycoplasme. 

39. Composition immunogene contre les infections 
mycobacteriennes contenant a titre de principe actif un antigene proteique 
selon Pune des revendications 30 a 33 ou une sequence peptidique selon 
Pune des revendications34a37. 

40. Reactif pour la detection d'anticorps anti-HBHA dans un 
fluide biologique constitue de : 

a) la proteine HBHA purifiee a partir d'une preparation des 
parois cellulaires de mycoplasme, ou un fragment de celle-ci determinee 
par "epitope mapping" ; 

b) un fragment de celle-ci compris dans la partie C-terminale 
de cette proteine, et notamment dans les 50 acides amines terminaux 
represents dans la figure 10, selon Pune quelconque des revendications 30 
a 33 ou 

c) une sequence peptidique recombinante selon Pune 
quelconque des revendications 34a38. 

41. Reactif selon la revendication 40 caracterise en ce que la 
sequence en c) est de preference exprimee dans une mycobacterie. 
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42. Trousse pour la diagnostic serologique des infections aux 
mycobacteries comprenant au moins : 

a) un reactif selon la revendication 40 ou 41., ledit reactif etant 
couple ou adsorbe sur un support ; 

b) un anticorps anti-anticorps, modifie de telle facon qu'un 
signal de detection puisse lui etre couple. 

43. Trousse selon la revendication 42 caracterisee en ce que 
I'anticorps anti-anticorps est specifique des immunoglobulines humaines. 

44. Trousse selon la revendication 42 ou 43. dans laquelle 
I'anticorps anti-anticorps est marque directement ou indirectement, soit par 
une substance marqueur, soit par une enzyme qui par transformation de 
son substrat emettra un signal de marquage. 

45. Sequence nucleotidique caracterisee en ce que ladite 
sequence code pour un antigene mycobacterien de type hemaggiutinine de 
liaison a I'heparine (HBHA). «■ 

46. Sequence nucleotidique selon la revendication 45 , 
caracterisee en ce que ladite sequence code pour une sequence peptidique 
comprenant la sequence peptidique de la figure 10 ou toute portion de 
ladite sequence peptidique permettant I'adherence de mycobacteries a des 
cellules notes et obtenu par addition, substitution ou deletion d'un ou 
plusieurs acides amines de ladite sequence peptidique. 

47. Sequence nucleotidique selon la revendication 46 , 
caracterisee en ce que ladite sequence code pour une sequence peptidique 
correspondant a la portion C-terminale, plus particulierement la sequence 
comprenant les 50 derniers acides amines de la sequence peptidique de la 
figure 10 ou pour tout variant de cette sequence permettant I'adherence de 
mycobacteries a des cellules hotes et obtenu par addition, substitution ou 
deletion d'un ou plusieurs acides amines de ladite sequence peptidique. 
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48. Sequence nucleotidique selon 1'une queiconque des 
revendications 45 a 47, caracterisee en ce que ladite sequence est 
comprise dans une sequence codant pour la sequence peptidique 
suivante : 

KKMPAKKMPAKKMPAKKAMK 

ou tout variant de ladite sequence peptidique permettant 
I'adherence de mycobacteries a des cellules hotes et obtenues par addition, 
substitution ou deletion d'un ou plusieurs acides amines de ladite sequence 
peptidique. 

49. Vecteur recombinant caracterise en ce qu'il comprend une 
sequence nucleotidique selon Tune queiconque des revendications 45 a 48. 

50. . Hote cellulaire recombinant caracterise en ce qu'il 
comprend dans son genome une sequence nucleotidique selon Tune 
queiconque des revendications 45 a . 4a. 

51. Hote cellulaire recombinant selon la revendication50, 
caracterise en ce que ledit hote est une mycobacterie, notamment le BCG. 

52. - Hote selon la revendication so ou 5_t, caracterise en ce 
que ladite sequence nucleotidique est surexprimee par ledit hote. 

53. ' Utilisation d'un antigene proteique selon Tune des 
revendications 30a 33 ou d f une sequence peptidique selon Tune des 
revendications 34 a 38dans la preparation d'un medicament antagoniste de 
('adherence des mycoplasmes aux glucides sulfates des cellules 
epitheliales. 

54. Utilisation -de glucides sulfates ou de glycoconjugues 
sulfates pour inhiber Tadherence de mycobacteries a des cellules 
epitheliales. 
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55, , Utilisation selon la revendication 54 caracterisee en ce que 
le glucide sulfate choisi parmi le groupe comprenant notamment Theparine, 

la chondroTtine sulfate et le dextran sulfate ainsi que leurs derives naturels 
ou synthetiques. — 
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REMARKS 



The above amendments are made to place the claims in a more traditional 
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IDENTIFICATION ET CLONAGE D'UN ANJIGENE ij/lYCOBACTERIEN 



tfORRESPONDANT A UNE HEMAGGLUTININS 

L'HEPARINE 



DE LIAISON A 



[.'invention concerne des sequences peptfdiques permettant 
I'Bdhfrence de mycobacteries a des cellules hdtesj notamment $ des 
cellules epith6liales. Plus para'culierement, ('invention cprtceme un antigene 

, mycobacterien de type hemaggiutinine de liaison £ I'heparine (HBHA) 
ootenu a partir de Mycobacterium bovls BCG jou Mycobacterium 
tuberculosis. L'inventlon concerne aussi una sequence peptidique 
recombinante permettant ('adherence de mycobacte[fes a des cellules 

, H6tes. L'inventlon concerne notamment le produit Id'expression d'une 
soucha Escherichia coll transformer avec une sequence nueleotidlque 
codant pour une proteins permettant I'adherence de rjiycobacteries a ces 
cellules hdtes. Ces polypeptides peuvent etre Iutfiis6s dans des 
compositions tmmunogenes, pour la preparation dejvaccins centre les 
infections mycobacterlennes, et pour le diagnostic sercflogique defections 
rnycobacteriennes, j 

L'invention concerne egalement urte sequence nucteotldique 
codant pour une sequence peptidique permettarjt ("adherence de 
mycobacterias a des cellules h6tes. et plus partlcutjereiUnt une sequence 
rmoleotldique codant pour un antigene mycobijjeterien de type 
hemagglutinine de liaison a I'heparine (HBHA), L'ipvention concerne 

Egalement des vecteurs recombinants comprenan^ ladite sequence 
nucfeotjdique ainsi que I'utiiisatlon de ces vecteurs pout I'obtentlon d'hotas 

ioedujaffes recombinants pouvant etre utilises en thera|>ie, notamment en 

therapie anticanoereuse. I 

> 

Les mycobacteries sont parmi les | rnicroorganlsmes 
pathogdnes les plus important qui causent des maladfes aussi Wen chez 
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Itiomme que chez I'anfmal. Les infections rnycobacterjennes sont toujour* 
piarmi les premieres causes de mortality dsns ie mohde. La tuberculosa 
humaine, cause© par Mycobacterium tuberculosis, eopduit a elle seule -k 
approximatfvement 3 millions de marts cnaque annee (i, 2). Mycobacterium 
Ms cause la tuberculosa ch©2 les bovins, mais il je$t egalement tree 
virulent pour i'homme. La lepre, causee par Mycobacterium leprae, rests un 
problem© majeur de sante non resolu dans les jpays en voie de 
dfcveloppement (3). ; 

Les infections par des membres du eomptexe Mycobacterium 
avium-Irttracelluiare causent des maladies chez les oiseaux et le pore at 
spnt parmi les Infections opportunists les plus frequerites que Ton trouve 
chez les patients attaints du syndrome d'immunodeficiehce acquis© (SIDA) 
(4, 5). En outre, la recente reapparition dramatlque de Is tuberculosa dans 
lee pays deveioppes ainsi que ['apparition et la propagation de souches de 
M: tuberculosis rdsistantes aux medicaments (6) soufignent la difficulte de 
contrdler les maladies mycobacteriennes. 

La caracterisation moleculaire des diverses- etapes dans la 
pathogenese des maladies mycobacteriennes est fondamentale pour ie 
deveioppement d'approches therapeutiques et prophylakiques ratrannefles 
et optimisees contre ces maladies. Les facteurs de viruience sont souvent 
de bons antigenes pouvant dtre utilises a titre de candidats-vaccins. En 
deplt de ("importance des infections mycobacteriennes, on connalt peu ds 
chases au sujet des mecanismes moieculaires de base i(npliques dans leur 
pathogenese (7), \ : 

L'un des evenements initiaux et cruciaux dans la pathogenese 
bgcterienne est {'adherence du microorganism© a sestissus cibles. Les 
mycobacteries presentment un tropisme pour les macrophages pulmonaires 
f&)i Toutsfois, dans la mesure ou ces microorganism^ sont facliement 
transmis par aerosol, les premieres structures de I'hdte qiihls rencontrent au 
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cours de ('infection sont celles de I'epithelium respfratojre. Par consequent, 
les Interactions avec les cellules epithSliales od avec la matrice 
extradefluiaire (MEC) pendant les etapes initiates dt ;u!terieures de la 
pathogenese peuvent etre importantes (9), bien qu'ellefc n'aient pas encore 
6t6 etudiees de maniere poussee. : 

Dans le contexte de la presente invention;, les Inventeurs ont 
obtenu un nouvel antigene mycobacterien Impjlqu6 dans I'adherence de 
mycobacteries a des cellules hdtes de type epithetijale. li s'aglt d'une 
hemaggiutinine de liaison a I'heparine (heparin binding hemagglutinin 
(HBHA)) de 28 kDa qui a ete obtenue a partir de surnageants de culture et 
de preparation des parois celiulaires de Mycobacterium povis BCG et de 
Mycobacterium tuberculosis. Les analyses par immunojsmpreintes a I'aide 
d'antrcorps polyclonaux et monodonaux ont indiqui que I'HBHA est 
differente des proteines du complexe de I'antigene 85 et represent© un 
npuvei antigene. A partir de cette proteine de base, le^ inventeurs ont pu 
^valuer et proposer ie developpement d'une serie de pqlypeptides pouvant 
3tre utilises en diagnostic, en therapie et en prophylaxie.! 

L'invention concern© done une sequence peptidique 
permettant I'adherence de mycobacteries a des cellules; hbtes, notamment 
des cellules eprtheliales. Plus particuiierement, la sequence peptidique de 
l'invention est caracterisee en ce qu'il s'agit d'un antigen^ mycobacterien de 
type hemagglutinin© de liaison a I'heparine (HBHA), ■ notamment un 
antigene obtenu a partir de Mycobacterium bovis BCGiou Mycobacterium 
tuberculosis. \ 

Dans une des realisations preferees de la presente invention, 
la sequence peptidique est caracterisee en ce qu'elle comprend la 
sequence correspondent a la sequence de la figure 10,iou tout variant de 
cette sequence permettant ( adherence de mycobacteries a des cellules 
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h6tes et cbtenu par addition, substitution ou d&6tiorj fun ou pfusieurfc 
abides amines de Is sequence de la figure 10, i 

Dans ('ensemble du texte. Ie terme sequence pofyp&ptidique 
py polypeptide represents tout ou partie de la sequence! ds Is figure 10 t qui 
e«e-.m6me repr6sente Ie DNA et la protdine HBHA tent que telle. l& 
terme "proline" d6signe de fait la sequence polyp^ptidique complete 
modiftee ou non, \ 

De fa?on pr6f6r6e, ['invention conceme plus, partiaiii&rernent . 
wne sequence peptidique comprenant une region jrfipfiquee dans lea 
interactions avec les gfycoconjugues sulfates et dans la liaison 6 sparine. 
Qette ?6quence peptidique est ie suivante : \ 

KKAAPAKKMPAKKAAPAKKA^ 

Llnvention concerne done une $6qcjrence peptidique 
comprenant fa portion C-terminale de Is sequence de 1$ figure 10 et plu$ 
■ pprtteUlierement les sequences comprenant approximativ|ernent les 30 a 50 
dsmiers acides amlnds de ia portion Oterminale de l| sequence de la 
figure 10- Cette region de ia sequence de la figure 10 ejst impliqu§e dans 
('Interaction de la proteine avec !'h6parine bien quelle sequence plus 

cciurte, notamment d'environ 10 d 20 acides amines, puisne Stre suffteante. 

I 

Les Inventeurs ont 6gaiement exprime la sequence 
ptfoteotfdlqge codant pour la - sequence peptidique del invention chez 
£ poll U polypeptide obtenu presente un poids moteeulaW ptu$ falbie que 
ofclui de ia proteine puriftee a partir de M, bovis BCG ob tuberculosis 
Cos differences sont ie r6sultat de modifications post-traiiuctionnelies non 
.,r6a$Ss£esdens£ cofi i 

L'invention concerns done 6geiement j une sequence 
;P$ptWique recombinante, caracterisde en ce qu'elie permit ['adherence de 
mycobacterias a des ceflufes h6tes. Plus particulferem^nt, la sequence 
^recombinante de ia pr6sente invention est Ie produit depression d'une 
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sequence nucteotfdique codant pour une sequence pjaptidique permettant 

i 

('adherence de mycobacterias s des ceiiules hdtes et notamment une 
Sequence antig6nique obtenue d partir de M. bovis BCp et M. tuberculosis, 
tadite sequence recombinants 6tant par example le Droduit d'expresston 
d'une souche E. coli transform^ avec une sequence nucteotidlque 
appropri^e. 

^invention conceme egalement ['utilisation de l T une des 
36quences peptidiques d6crites pr§cedemment qu'ell^ soft recombinants 
ou non. et plus particuiferement sous sa forme nativ| pour fe diagnostic 
$&rofogiquG de !a presence de mycobact6ries> L|nvention conceme 
Egalement une composition immunogdne caracteri^e en ce qu'eile 
comprend Tune des sequences peptidiques d^crites pr6c6demment ainsf 
que I'utlTisation de cette sequence peptidique pour la preparation de vaccine 
contre ies infections mycobacteriennes, particuliererjnent ies infections 
ceusees par M. bovis ou M. tuberculosis. j 

L83 inventeurs ont Egalement decouvert cue I'adherence de 
rnycobacteries a des cellules epltheiiales pouiajt etre fnbitiee 
specifiquement par des glucides sulfates, [.'invention conceme done 
I'utlfisation d'un giucide sulfate pour inhiber ['adherence tfe rnycobacteries a 
des cellules epltheiiales. Les glucides sulfates particulterement interessants 
eomprennent I'heparine, la chondroTtine sulfate et ie d^xtran sulfate ainsl 
que leurs derives synthetiques. | 

Les inventeurs ont egalement isole (ensemble du gene codant 
pour I'HSHA de I'ADN de M. bovis BCG. ^invention conceme done wne 
sequence nudeotidique caracterisee en ce qu'elie code pour une sequence 
peptidique permettant I'adherence de rnycobacteries a jdes cellules hdtes. 
Plus particulierement, la sequence nudeotidique de I'ifivention code pour 
un antlgene mycobacterien de type hemagglutinine de fiaison a I'heparine . 
(HBHA) notamment la sequence peptidique de la figure jlO ou toute portion 
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de eette sequence peptidique permettant I'adherenceide mycobacterias a 
des cellules hotes et obtenue par addition, substitution o:u deletion d'un ou 
pfysleurs acides amines de ladite sequence peptidique,; 

L'fnvention conceme egalement ufi hfite cellufaire 
recombinant, caracterise en ce qu'il comprend dans son genome une des 
sequences nudeotidiques decrites precedemmenfc Dans une das 
realisations preferentielles de I'lnvention, Khdte cellutaife recombinant mai$ 
non exclusif est le BCG pour lequel dee vecteurs d'extfression directemem 
utilisaples pour le developpement de BCG recombinants utflisables chez 
i'homme ou I'animai ont ete developpes. 

Le BCG est utilise en therapie, plus particulierement en 
therapie anti-cancereuse et notamment contre les cancers superficiels de la 
vessie. Dans ce type duplication therapeutique, II sefnblerait exister une 
correlation entre la faculte d'adherence du BCG et son pouvoir anti-tumoral. 
Dans le contexte de la presente invention, identification de la HBHA et le 
cfonage de son gene rendent possible une augmentation de la capacfte 
d'adherence via une surexpression du gene codant la H&HA. 

La description de la presente invention sera effectuee en se 
referent aux figures suivantes : 

- la figure 1 represente l'effet de glucides sulfates el non 
sulfates sur I'adherence mycobacterienne aux celliales CHO et aux 
macrophages; 

- la figure 2 represente les donnees demontrant la purification 
d'une proteine de liaison d'heparine de M. bovis BCG; : 

- la figure 3 represente une comparison; de la proteine de 
liaison a Fheparine de M. bovis avec le complexe d'antlg^ne 85; 

- le figure 4 represente leffet de glucides sulfates et rton 
sulfates sur I'hemaggiutination Induite par HBHA; • 
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* ia figure 5 repr6sente I'inhibition de I'adf^rence de BCG dux 
cellules CHO par des anticorps anti-HBHA; 

- la figure 6 represents des analyses pa( tmmunoempreintea 
effectu^es av$c des anti-$6rum$ de tuberculeux; j 

- la figure 7 represents la sequence Snucteottdrque et la 
sequence decides amines d'un fragment de HBHA ckdurte a partir d'un 
fragment PGR de I'ADN chromosomique de BCG; 

- la figure 8 repr^sente une analyse par Southern-Wot da 
I'ADN chromosomique de BCG; ! 

- la figure 9 repr§sente la strategie de s^quenpage du g£ne 
codant pour HBHA; \ 

- la figure 10 repr£sente la sequence d'AdN du gfcne de BCG 
COdant pour HBHA; ] 

- la figure 1 1 repi^sente ('analyse par tffijctrophordse en gel 
polyacryfsrnide et par immunoblotting de ('expression | de la HBHA chez 
£ coll 

i 

Description detalllee da Hnventiorj 

Inhibition de 1'adnerence mycobacterienne aux cellules £pitheiiales par des 
glucidas sulfates. 

L'invention concerne I'utllisation de giucldes sulfates pour 



epithellales. Pour 
'intermediate de$ 



Inhtoer f adherence de mycobacteries a des cellules 
demontrer que les mycobacteries peuvent adherer par 
glucides sulfates, les inventeurs ortt teste si des polysaccharides sulfates 
eatables sont capabies de reduire I'adherence de Af. bovis BCG aux 
cellules epithellales. : 

Des M. bovis (BCG) (souche 1173P2, ^OMS, Stockholm, 
Suede, passages 3 a 8) en croissance exponentielle oiit ete marques en 
cultivant lee mycobacteries pendant trois jours dans da milieu de Sa,uton 
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s : 

contenant 5 pCi/mi [6- 3 H]uraci!e (New England Nucieat, JZ4 Ci/mmole), Les 

s . 

mycobacterias ont ensurte 6t6 r6colt6es per centrtfugation (3000 x g 
pendant 5 min), Iav6es deux fois par du tampon phosphate salin de 
Dujbecco (DPBS) et remises en suspension dans du m§ieu de culture RPMI' 
1640 contenant 300 mg/l L-glutamine (GIBCO), depiurvu de serum de 
veeu foetal (RPMI). i 

La vellle de I'essai d'adherence, les pu'ts. des plaques de 
culture de tissus a 24 pults (Nunclon, Nunc, Danemafk) ont ete inoortes 
avec 10 s cellules d'ovaires de hamsters Chfnote (CHO) cultlvees . 
Sxtemporanement (voir figures 1A et 1B, barrel grises) ou dee 
macrophages J774A.1 (ATCC TIB67) (voir figure IB, partes noiree) remis 
en- suspension dans 2 ml de RPMI additronnes de 10 % (v/v) de serum de 

I 

ve^u foetal decompfemente (RPMI-SVF). Juste avant [I'essai, ies cellules 
ont ete lavees trois fois par 2 ml de RPMI, et on a ajojute a chaque puits 
t ml de suspension mycobacterienne dans du RPMlj pour obtenir une 
mUltiplicite defection de 10 bacteries par cellule eucaryotel 

L'essai d'adherence a ete rdalise en presence de 
concentrations croissantes de D(+)ga lactose (Sigmaj) (voir figure 1A, ' 
cercles noirs) ou d'heparine de la muqueuse inteatrn ale [porcine (M f 6. kDa, 
SigmB) (voir figure 1A, cercles blancs), ou avec 20 fig/ml des glucldes 
Indlques (Sigma) (voir figure 1B). Apres 6 heures d'rncu^atJon a 37T dans 
une atmosphere contenant 5 % de C0 2 , les cellules ont &t<$ lavees trols fois 
par 2 ml de DPBS. et enfin lysees par ('addition de i ml d'eau dfetlllee 
contenant 0,1 % (p/v) de deoxycholate de sodium. La raqlioflctivite associee 
flux lysats ceflulafres a ete comptee en utflisant un compter a scintillation 
ftquide (Beckman, modele LS 6000SC). L'adherenjje: residuelle est 

I t 

exprimee en pourcentage de coups radioactifs par miniite. par rapport aux : 
coups obtenus en I'absence du glucide. Les donnees des figures 1A et 1B 
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repr&sentent les mpyennes d'experiences realises quadruple, et lei 
fc^fres d'ecart type sont representees. ] 

Comme ie montre la fig. 1A f de falbles concentrations 
d'h6parine ont inhlbe senslblement I'adherence atjx cellule? CHO des BCG 

marques par [ 3 H]uracile, alors que le galactose jusqu'li 100 pg/rhl n'a pas 

•I 

ey d'effet sign'tficatff. Du dextran sulfate, du fucoTdane £t de la chondrtfitine 
Sulfate ont pu redulre I'adherence, mais ont aucune inhibition significative 

n'a pu Stre observe avec du mannose ou du dextnarj non sulfate* mSme 

5 

6ux plus fortes concentrations testees (1 mg/ml). \ 

Ces resultats conduisent & proposer qt4 les mycobacterias; 
possddent e leur surface une adhesine majeure de liaison des glucidesi 
sulfates. Toutefois, comme ['inhibition de i'adherenc^ n'a pas d6pass4 
70 %, d'autres composants sent vraisembiabiement limpllques dans ce 
processus. De fagon interessante, les interactions fie BCG avec les 
macrophages J774A.1 n'ont pas ete affectees par les jjlucidas sulfates, ni 
par ies sucres non sulfates (fig. 1B), m§me & des concentrations allantf 
jusqu'e 1 mg/ml (resultats non presentes). Ceci est dp accord avec des ; 
rapports precedents mettant en cause ies rdcepteurs ak complement CR1 / 
CR3 et CR4 comme iigands mycobacteriens a la surf&ce des monocytes. 
. sangutns et des macrophages alveolaires (1 0-12). i 
Purification d'une proteine de liaison & Pheparine presents Chez M. boy/s. 
SCG 6t de M. tub&rculosis. ; 

Llnvention concerne une sequence pe$tidique pemmettant 
I'adherence de mycobacteries a des cellules hot&s, (-'inhibition de. 
['adhfrence de BCG aux cellules epitheliales par <fas sucres sulfates ; 
euggeraft deja que les mycobacteries expriment une adhesine qui interagtt 
avec des glycoconjugues sulfates, tels des glycoproteins ou glycosides 
sulfates, presents a la surface des cellules h6tes. ;Pour identifier ies , 
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acfft^sines en question, des sumageants de culture de BCG ont 6t6 
fractionn^s par chromatographic sur heparine-Sepharose. 

Des M. bovis BCG ont ete cultfves al 37*C en cultures 
statlques dans des floles de Roux de 175 cm 2 (Falcorj, Becton-Dickinson) 
contenant approximativement 150 ml de milieu de s(auton. A la phase 
statfonnaire, les cultures ont ete centrifugees (tojooo x g pendant 
ZO minutes), et on a charge 500 ml de sumageartt surjune colonne (1x6 
cm) d'heparine-Sepharose CL-6B (Pharmacia) equillbie avec du DPBS. 
La oolonne a ensuite ete lave© par 100 ml de DPB$, et les molecules 
fetenues ont ete eluees par un gradient lineaire de Nap 0-500 mM dans 
100 ml de DPBS. Le debit pendant toutes les etapesj a ete maintenu a 
1 ,5 mt/mjn., et on a suivi en continu I'absorbance a 280 fim de l*6luat qui M 
recolte par fractions de 1 ml. Ces fractions furent analys^es par SDS-PAGE 
(13) en utilisant un gel a 12 % suivi d'une coloration jau Bleu Brlllent d© 
Ctiomassifi R-250. \ 

Les fractions analysees apres le deputj du gradient sont 
montrees dans lee pistes 1-8 de la figure 2. Les pistes d$ droite montrent la 
protein© de liaison a I'heparine purifiee a partir d'une preparation de parois . 
cejlulaires de M. bovis BCG. Les tallies des marqueurs dfe M, exprimees &n 
kDa sont donnees dans la marge de droite. j 

Comme le montre la fig. 2, une proteins unique de 28 kDa est 
e*u6e a approximativement 350 mM de NaCL L'interjaction entre cette 
proteine et I'heparine est dependante de la sulfatatipn d|i sucre car celle-ci 
poyvalt egalement Stre purifiee en utilisant des billes cje dextran suifate, 

j 

mate pas des billes de dextran (non presente). La mSrne Iproteine de liaison 
a I'heparine a egalement ete purifiee a partir des filtrati de culture de M. 
tuberculosis. I 

L'obtention de deux proteines de liaison a I'heparine 
semblables a partir de deux souches mycobacteribnnes differentes 



^onfirme que des proteines de ce type sont pr6sentes dans la plupart d$s 
$ouches mycobacteriennes pathog6nes. Des pource(itage$ d'homologie 
inf&rieurs & 100% peuvent condurre & des differences st^ucturaies, bien que 
Jes proprtetes fondamentaies de ces prolines n'en sclent pas affecteesu 
L'Jnventron conceme done egalement les prot6ines de liaison & Pheparine 
ayant une structure apparentee a la prot&ne tsote* et pouvant Stre 
obtenues a partlr de leurs proprtetes d'adh6rence & de * glucides sulfates, 
Qes prolines peuvent se disfinguer de la protefne de [('invention par des 
additions, substitutions et deletions d'acides amines san^ que cela n f affecte 
de fapon substantiate ieurs propri6t6s d'adhererjice aux cellules 
6pfth6f teles. 



es mycobacterles 
encore de milieu 



Localisation 6 la surface ceilulaire de la proline mycobacterienna de 
Jfarfson & rheparine. 

Pour determiner si cette proteine est une proteine strictement 
9^crdt6e ou si elle peut £tre associde & la surface myclobacterienne, des 
fractions de parois cellulaires ont ete prepares 6 pakir de BCG, puts 
;soumises d une chromatographie sur h6parine-$6pharo&4 

Pour les preparations de parors cellulaires, 
wrt 6t6 cultiv^es dans 2 litres de milieu de Sautoh ou 
synthetlque de Long (Quality Biological Inc., Gaithersbursj, MO) pendant 12 
& 14 jours. Les bact6rie$ ont ensuite ete r6coltee$ par cer&rifugation, lavdes 
Une fois dans du DPBS contenant 0,05 % (v/v) de Twe^n 80 (DPBS/Tw), 
remises en suspension dans 100 ml de DPBSfTw et c^hauffees & 80'C 
pendant 1 heure. Les bacteries ont dte centrffugSes a 13|-000 x g pendant 
20 min., levies par du DPBS/Tw, remises en suspensic^i dans 25 ml de 
f>FBS/Tw contenant 5 mM d'lnhibiteur de protease AEeJ$F, RNase A et 
PNase l T soniqu6es de fa<?on intermittente pendanlj 25 mtn.< purs 
(#ntrffug6e$ $ 13,000 x g pendant 20 min. Cette etape a ^6 r6pet6e, et les 
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SUfnageante ont ete reunis et centrifuges a 34.000 x g (jendant 3 heures a 
4*C. U culot a ete jete et le sumageant final dilu6 1:2 s dans du DPBS et 
Chromatographic sur heparine-S6pharose CL-6B. I 

Comma te montre la fig. 2, ia proteine dejliatson a I'lteparine 
de 23 kDa etaft egaiement presente dans ces preparations, ce qui confrrme 
qu'elfe est associee a ia surface. Eile etait egaiement presents dans des 
fractions de parois ceilulaires de M. tuberculosis et dfs preparations de 
tybercuiine (derive proteique purifie antigene poor ctrtirebction) derivees de 
M. tuberculosis. \ 

AcoVtte d'hemaggiutination de ia proline de liaijson a fheparine 
mycobapterienne. \ 

i 

La capacity des adhesines bacteriennes a agglutiner les 
giobutes rouges est souvent utilis6e comme modele pou\ etudier la fixation 
microbienne a la manure des lectines au recepteur des qblfules eucaryotes. 
las irtventeurs ont par consequent teste la proteine de ijafson a t'heparine 
purffiee pour sa capacite a agglutiner des erythrocytes. \ 

L'activite d'hemaggiutination de la prote|ne de liaison a 
I'hepSrine puriftee de sumageants de culture a ete doseejdans des plaques 
de microtitration en U (Falcon) en J'absence ou en presence d'he>arine 
(flgure 4, carres noirs) de la muqueuse intestihale porcine, de dextran 
sulfate {figure 4. cercles noirs) ou de dexrran (figure 4,!cercles blancs) a 
des concentrations allant de 0 a 50 ug/ml. Des essais steward contenalent 
70 ul d'qne suspension fraTche d'6rythrocytes de lapin |!>repar6e dens dy 
DPBS et 70 ML d'HBHA puriftee correspondent d 1 ug de [jroteine. Les titres 
d'hemaggiutination ont ete lus apres 5 heures d'incubatfen a temperature 
ambiante. Les donnees representent des moyennes poul des experiences 
en quadruple, et ies barres d'6cart types sont montrees. ' 
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Moins da 0.1 yg de protege purlfidre a pu induire 
i'h^maggiutination d f 6rythrocytes de lapin, mais pas d'6rythrocytes 
d'humatn, de mouton, d'oie ou de poulet (donn6es non presentees). C'est 
f*©yr qette raison que las inventeurs ont d6sign6 cette proline comme 
6tant una h&nagglutinine de liaison a Thgsparine (HBHA). 
^hemagglutination induite par HBHA a &6 lnhib6e par sparine ou \e 
cfextran sulfate, mais pas par le dextran (voir fig. 4), ce qui est stmifaire aux 
rfesultate obtenus dans f'essai d T adh6rence das mycobacterias aux cellules 
CHO, Uactivite d r h6magglutination est sensible & la chateiur dans fa mesure 
oy I'fncubation de la prot6ine pendant 60 rnin £ 80*C a abolj 
rhfirnagglutination. 

Inhibition des actfvites d'h6maggIutinatlon et d'adh£renc& provenant de Is 
mediation par HBHA, par des anticorps polyclonaux et monoclonaux 
specifiques, 

Dans ia mesure ou d'une part Fadhfcrence mycobacterienna 
aux cellules dpttheliales est inhibde par des glucides sulfates, et d'autre part 
une proline de 28 kDa etait purifiee par chromatographie sur h6parine- 
S6pharose, ii 6tait important d'6tab!ir si ('adherence mycobacterienne 
provenalt de ia mediation par HBHA. 

Par consequent, des anticorps polyclonaux de rat anti-HBHA 
ont 6te pr6par6s de la manfere suivante; 200 pg d'HBHA de BCG purifiee 
ont 6td soumis a l r 6lectrophor6se preparative sur un gel de polyacrylamkJe 
& 18 % en pr£senoe de SDS t puis &ectro-transfer6s sur One membrane de 
nitrocellulose. Apres une coloration rapide au rouge ponceau, les bandes 
qorrespqndantes a FHBHA ont 6te excises avec prScautipn, d6coup6es en 
petlts canr6s et soniqu^es brtevement dans 1 ,5 ml de PBS sterile. Apr&s 
('addition de 1 ml d'une solution de monopbosphoryle^ipide A (MPL + 
Syatdme Adjuvant TOM, Sigma Chemical Co., St Louis, MO) pr6par£e 
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$elpn la recommandatlon du fabricant, deux rats Fischer! ont 616 imrnunl$6s 
Ghscun avec 1 ml de la suspension d'antig6ne. Pour cheque immunisation, 
c?>n a administr6 400 pi par voie lntraperiton6ale et deux jote 300 p! par voie 
fpus-cutgrnee, Les animaux ont re?u des rappeis de la njdme manure avec 
5 la m0me quantity d p antig6ne un mois plus tardus* le s6ijum a 6t6 r6cup6re 
3 semaines apr6s le rappel j 

Le BCG a 4t6 marqu6 par [6- 3 H)uracilej comme d£crit ci- 
d&ssus. Approximativement 4 - 1Q 6 BCG radromarqu6&! ont 6t6 remte en 
p f> suspension dans 1 ml de PBS et pr6incub6s avec les vcjiumes indiqu6s de 

v " 10 flquides antiques d'anticorps monoclonal 3921 £4 (I4)j anti-HBHA {figure 
J;j 9, panneau A), ou avec 250 pi d'antis6rum polyclonaljde rat antl-HBHA 

P (#6rum immunitaire, figure 5 T panneau B) ou de s6rum n^Vf {figure 5, s6rum 

fy i6moin, panneau B) pendant 30 min, & temperature ambiante. Les 

«\ 'suspensions bacteriennes ont ensuite 616 Iav6es deux! fofs par 2 ml de 

yg IS DPBS pour 6timiner les anticorps non lies, puis utilises dans I'essai 
d'adh6rence de cellules CHO 6 une multiplicity d'lnfectibn de 10, comme 
H d^crlt pree6dernment 

si Comme le montre la fig. 5, ('adherence deiBCG aux cellules 

-]M ^ CHO a 6t6 sensiblement inhib6e d'une manure dose-c|6p0ndante par la 

%^ pn&sence d'anticorps anti-HBHA. Les liquides d'asctte contenant des 

anticorps monoclonaux non pertinents ou des antis6ruijns naTfs n'ont eu 

i 

mcun effet. Ces observations indiquent que ('adherence des mycobacterias 
ayx cellules 6pfth$liales provient en partie de la mediation] par HBHA. 

j 

i 

25 Etude des parBCt6ristiques de HBHA. 

Comme la taille de cette proline est prophe de celle des 
prot6tnes de liaison de fibronectine du complexe d'antig6ne 85 (15), des 
analyses Western-blot ont et6 utilrs6es pour determiner si elles 6taient 
apparent6es. ! 



IS 



La proline de liaison a I'heparine purified d'une preparation 
de parol cellulaire de M. bovis BCG (figure £, pistes 1) ou de surnggeant de 
-culture {pistes 2) a ete compare avec I© complete djantigene 85 purifie 
, (pistes ?} par analyse d'immunoempreinte (panneaux A{ B, C) et colorstton 
1 su Bleu de Coomassie (panneau D) apres SDS-PAPE. lanalyse par 
i irrtmunoemprsinte & ate effectuee en uttlisant des anticorps polyclonaux 
' dresses cpntre la proteine de liaison a I'heparine pujlfiee (panneau A). 
! fanticorps monoclDnat 4057D2 (panneau B), ou les anticorps polyclonaux 
■ dresses centre le complexe d'antlgene 65 (panneau C\ Les pistes 1 et 2 
; des panneaux A, B, et C contiennent 2 ug de proteine pjurifiee. les pistes 3 
' des panneaux A, B et C contiennent 7 pg de proteine pjurifiee, les pistes 2 
et 3 du panneau D contiennent 4 pg et 15 pg d& proteine purifiee 
. fespectivement. Les tallies des marqueurs de M r son! donneea dans la 

' marge- \ 

La fig, 3 montre que des anticorps poiycionjaux dresses centre 
ia proteine de liaison k I'h6parine de 28 kDa purlftee jde BCG n'ont pas 
r$connu ies prolines du complexe d'antigene 85 purifteps. A [Inverse, des 
anticorps polyclonaux et monocionaux (non presents)! dresses contra le 
complex© d'antlgene 85 de BCG n'ont pas rdussi a recdnnaftre la proline 
de liaison k ('heparins, ce qui implique qu'i! s'agft de prolines distinctes, C$ 
. r&sultat est 6galenment appuy6 par les differents proflls dje migration de ces 
! frot&hes pendant ia SDS-PAG5 (fig. 3, panneau D), j 

Les prolines de liaison & I'hSparjne puriftees de 
frf.tubetvulosls H37Ra et de BCG ont 6t6 sournises & ijn $6quen?age des 
aeictes amines N-terminaux, Pour ce faire. 25 yg d'MBM^ ont 6te soumis 6 
, r#ectrophor$se sur gel de polyacr/lamide-SDS en Jtliisant un ge! de 
; poiyacryiamide a 15 %. Apr6s I'$lectrophor6se, la mati&jre a 6te transf6r6e 
$ur une membrane PVDF (ProBfott, ABI) par $lectrbempreinte. Aprfcs 
coloration par le bleu de Coomassie, ia bande correspondent d PHBHA a 
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&6 exci$6e et soumise A une degradation d'Edroan .automatisms. Les 16 
premiers actdes amines 6taient Ala-Glu-Asn-Ser*Asn4e-Asp-Asp^li©-Ly8- 
Aia-Pro-Leu-Leu-Ale-Ala. Les 16 premiers acides amines <te la prot6ine de 
Rftteon & rhSperine de BCG ont 6galement 6te d6termih$s et ee sont av6r&s 
Montiques S ceux de M. tuberculosis, Une recherqhe dej similarity dans les 
bases de donn6es des prolines a mis en Evidence ^ue (a proline de 

(iftlson a Th6parine n'avait pas dte identfftee ■ auparavant, et qu'elle 

i 

fepr&sente par consequent tine nouvelle prot&ine rfr^cobacterienne. En 

outre, (es 16 premiers acides amines n'ont prdsente a^cune similar^ de 

i 

Sequence significative par rapport & d'autres s&jUerjices de prolines 

cbn*nues T i 



Ctonsge du gene de BCG codant pour HBHA. ! 

Pour le clonage du g6ne codant pour HBj'HA, on a d'abord 
d&termin£ les sequences N-terminales des fragments internes de HBHA. 
Pour cela, de I'HBHA puriftee a 6te soumise S J'6lectpphorese comma 

i 

ddcrit pr6c6dernment Apr6s r&ectrophor&se, la protein^ a ete dig6r6e par 

la tiypslne S Hnterieur du gel. Les peptides r6sultant$ qnt alors 6t£ rsotes 

par HPLC en phase inverse, puis soumis a la d6gradatioiji d'Edman, Quatre 

peptides ont permis la determination de sequence: | 

l# peptide $ 1441 ; Lys-Ala-Glu-Gly-Tyr-LeurGlu-Ala-Afa-Thr 

Le peptide S1443: Xxx-GIu-Gly-Tyr-Va!-Asp-Gln4la-Val*Glu-Leu- 

Thr^ln-GIu-Ata-Leu-Gly-Lys j 
Le peptide S 1446; Xxx-GlrvGIu-Xxx-Leu-Pro-Glu-jxxx-Leu 
Lie peptides 1447: Phe-Thr-Ala-Glu-Glu-Leu-Arg, ; I 

La sequence de deux palres d'olj^onucieojudes etatt derives 
des sequences peptldiques internes de HBHA. Le t^neur en G + C 
g#n6raiement forte de I'ADN mycobacterien a conduitj les Inventeurs & 
fovoriser G ou C dans la troisieme position des coddns ("wobble"). Le 
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premier couple d'ofigonucteotides provenait du peptide 81441 et avait le& 
Sequences suivantes; 5 r AAG GC(0/C) GAG GG(G/C) TAC CT 3 T (ofigo 
$1441 ) et 5' AGG TA(G/C) CCC TC(G/C) GCC TT 3' (oligo S1441 inverse), 
Le deuxfeme couple d'oligonucteotides provenait du peptide S1443 et avait 
tes sequences suivantes: 5'GAC CAG GC(G/C) GT(G/G)GAG CT 3' (oligo 
$1443) «t 5* AGC TC(G/C) AC(G/C) GCC TGG TC 3' (ojigp S1443 inverse), 

L'ADN chromosomique de BCG a §te extrtut comme d#crit par 
Kremer et af. <5») (16), Les reactions de polymerisation en chafne (PGR) en 
utlllsant 50 ng d'ADN chrornosomique de BCG et 1 \tg ioit des oiigo S1441 
et S1443 inverse, soit des oligo S1443 et S1441 inverse ont 6t§ effectu6e$ 
& une temperature d'hybridation de 50°C et & un nombre de cycles de PCR 
de 30„Seule la reaction par PCR effectu6e avec ies oligpnucteotides S1441 
et S-1443 inverse a donne un fragment d'ADN amplify sp^dfiqu© 
d'approximativement 150 bp. Ce fragment amplifte Stalt encore observe 
l&rsque la temperature d'hybridation a 6te augmentte k S7*C, 

Le fragment amplify a 6t6 in$6r6 dans le sfte W/ndll de pUC18 
(Boehrtnger, Mannheim) et introduit dans Escherichia <?o// XL1-Biue (New 
England Biolabs). La teneur en plasmide de E coll recombinant a ensuite 
6td analyst par des m6thodes standard (17), et le plasrtide contenaht le 
fragment attendu a 6t6 appeie pCloneS. 

Apr&s purification par chromatographic syr une coionne de 
Nucleobond AX (Macherey - Nagef) selon les instructions du fournisseur, un 
fragment d'ADN bicatenaire d'approximativement 150 pb a 6t6 $6quenc6 
par la m&thode de terminaison d'6longat(on de chalne 
did6soxyribonucl6tidique en utliisant du [alpha- 3 *S)dCTP (1.000 Ci/mmoie; 
Amersham) et le kit de sequen?age d'ADN de T7 (Pharmacia) selon las 
instructions du fabricant. La sequence obtenue est presentee & la fig. 7 
dans iaquelle ie sequence des deux oligonucleotides utiles pour la PCR 
est soulignSe, La sequence d'acides amines dSduite de lb sequence d'ADN 



is ; 

3 
S 

?'est averee correspondre aux sequences d'acides apift^s determinees 
pour les peptides S1441 el S1443. Ceci indiquait qu$ le fragment PCR 
j&mpHtie correspond s une partie interne du gene dejBCG codant pour 
HBHA. \ 

Pour doner 1'ensembie du g6ne codant : pour HBHA, le 
foment de 150 pb de pCloneS a ete excise par digestion partes enzymes 
de restriction BamH\ et Hindlll Le fragment a ensure 6t6 purif?6 par 
ejectrophorese sur un gel de polyacrylamide 6 7 % et! excise du gel par 
electrocution, Le fragment purifie a 6t& marque 6 in digoxtgenine en 
uttflsant te kit de detection et de marquage d'ADN paf DIG (Boehringer) 
epmme recommande par le fabricanl. Le fragment mafque a ensuite ete 
ytill$e dans des experiences de Southern-blot pour sonder I'ADN 
cjHrpmpsomique de BCG digere par BamHi (figure 8, voie 1). EcoR\ 
(figures, voie 2), Pst\ (figure 8, voie 3), Smal (figure 6, vote 4), vAccI 
(figures, voie 5) (i Nco\ (figure 8, voie 6), Not\ (figure 8, voie 7), Seel 
(figure 8, voie 8) ou Sph\ (figure 8, voie 9), soumfe e une&lectrophorese $ ur 
agarose et transfer sur une membrane de nylon. La membrane a ensufte 
ete sond&e avec le fragment BamHI/Hindl! d T approxirnat[Wment 150 pb de 
#Clone5, Les taiiles de marqueurs sont montrees dans ijs marge de droite: 
Gtes- analyses de Southern-blot ont ete effectuees ) en utiiisant des 
protocoles standard (17). Comme le montre la fig. 8, la digestion par Sphl 
de PADN chromosomique de BCG a donne un fragmenjt unique d'envlron 
23 kb qui s'hybridait avec la sonde. i 

Les fragments de restriction Sphl de I'AON (^hromosomique de 
BCG de 2*Z & 2 J kb ont alors et6 purifies par electrophone preparative et 
#ectro-efution, et inaer6s dans le site Sphl de pUCfS. Les ptasmtdes 
rpoombinants ont 616 utilises pour transformer £. c$H XLUBlue. Des 
catonies blanches cultivees sur geiose LB (17) addltiorjn^es d'ampiclfline 
(150 pg/rnl) d f fso-propyWbiogaiactopyrannoside (IPTG t 40 pg/ml) et de X* 
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gsrf (40 pg/ml) ont ete analysees par hybridation $ur colonies en utliisant la 
$omte marquee a la digoxigenlne. Parmi approximativiment 300 colonies 
analysees, un© s'esl hybridee avec la sonde. L'analysk par restriction du 
plasmltfe isote de ces clones a indique qu'il contenatt uji fragment $phl tie 

r 

= 2,5 kb qui s'est bybride avec la sonde en Southern-blot j 

i 

Analyse de la sequence du gene de BCG codant pour H^HA> 

L8 g£ne codant pour HBHA contenu dans Ip fragment Sph\ de 

23 kb a ete sequence en utiiteant ia methode de termi(taison d'eiongatlon 

i 

: de chaine did6soxyrfbonucieottdique d&crite ci-dessus. l^es sequences des 
oligonucleotides synth&iques utilises pour le sequence sent presentees 
m tableau 1, et fa strategie de sequen$age est representee a la fig. 9. Le 

E 

fragment Sphl de 2,5 kb clone est represents par le trait noir. Les pointilies 

represented I'ADN vecteur, Les filches epaisses rep^sentent le cadre 

s 

ouvert de lecture d'HBHA. Les fleches fines indlqyeni la direction et la 

i 

longueur du fragment d'ADN sequence pour cheque oligonucleotide indique 
au^dessus de sa fleche respective. 
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TABLEAU i: Oligonucleotides utilises pour le $6qiien$age du g6ne 
cod ant pour HBHA, ^ 

Horn de i'o(igonucl6ot!de sequence 

■i 
5 

H8HA Seq1 5'AGC CGG TAC AAC GAG CT(| GTC 3' 

' HBHA Seq1 tnv 5'GAC CAG CTC GTT GTA CCoj GCT 3' 

H8HA Seq2 5' CAT CCA ACA CGT CGA CT<5 C 3' 

HBHA Seq3 5' TTG ATG TCA TCA ATG TTC [G 3' 

MBHA Seq4 5' CGT GGA CCA GGC GGT GdA G 3' 

MS HA Seq5 5' GAC GAT CAG GAG GTT TCC CCG 3' 

Amorca inverse 5* AGC GGA TAA CAA TTT CACl ACA GGA 3" 

•V 

L'ensembie du gene codant pour HBHA est iocalis6 & 
Hnterieur du fragment Sphl de 2.5 kb, d une extremite cjju fragment, et il a 
6t6 totalement sequence k partir des deux brins. j 

La sequence nucteotidique ainsi que ia sequence prot^ique 
d^rivee est presentee a la fig. 10. Le cadre ouvert de lebture a-St6 mis en 
Evidence entre ies nucleotides 331 et 927. Les 16 premiers codons aprds 

f ftventuel codon d'lnitiation ATG 331/333 se sont traduiti en une sequence 

I, 

decides amines identique & celle determine© apr^i s6quep$age N* 

i 

terminate de ia proline HPHA puriftee. En amont d^ Inventus! codon 
^initiation , aux residue 331-333, on a trouv6 un codcfn d'arr§t TAG en 
phase aux positions 310-312, Ceci suggdre fortement qjje ie cadre ouvert 
de lecture d'HSHA ne contient pas de sequences codant pour ie peptide 
signal dassique, et 331/333 repr£sente done probablement ie codon 
d-Jnitlation, Ceci est soutenue par la presence d'un site piitatjf de liaison des 

IT 

liposomes AGGAA que Ton trouve de 10 a 6 nucleotides en amont du 
codon cf initiation, 



WO 97/44463 I PCT/FR07/W886 

:< 

21 i 

La sequence proteique deduite presente t#> poids rnoi6cutaire 
©aicuie de21390, ce qui est inferieur au poids moiecufalre apparent estfm* 
pw &DS-PAGE. La proteine predite est compos6e de 1$8 acides amines et 
n$ contfent pas de cysteine, de methionine, d'htetidine pu de tryptophane. 
Lss cinq sequences peptidiques determinees ont ete jretrouv^es dan? fa 
sequence proteique predfte de H8HA (souligne i t la fig. 10). Des 
recherches d'homologie dans les bases de donn^eaf de protetnes ont 
confirm^ que HBHA est une proteine mycobacteria^ non identifies 
jusqv'ici. | 

Les inventeurs ont identify una regiob de fa proteine 
susceptible d'etre impliquee dans tes interactions avec les glycoconjugues 
sulfates. Cette region est comprise dans la sequence SurVante : 

KKAAPAKKAAPAKKAAPAKKAMKKAPA^KAMKKVTQK. 

Des peptides particulierement susceptiblds d'etre impliques 

j 

^ns les interactions sont ies suivants : i 
KKMPA • 
KKAAAKK. ■ 

i 

Les repetitions k Pextremite C-terminale dejia proteine, riches 
en prolines, atentnes at lysines, pourraient expiiquer la <|ffference antra les 
poids moteculaires apparents et caicuies de la proteme qui subft des 
modifications post-traductionnelles telles que ta giycosylattibn. 

L'invention conceme done plus particuliere^nent ia portion O 
terminate de la sequence de ia figure 10 et plus particulierement la 
sequence comprenant approximativement les 50 demurs acides amines 
erttre les acides srmnds 150 et 199 de la sequence de;la figure % 10 T De 
fa$on particuiierement pref6r6e, [Invention concern© rexfremite C-term<naie 
d* la protege de la figure 10, et plus particulidrement I'extrsmite C* 
terminate comprenant les repetitions riches en proline, al^ntne et lysine, soit 
les 50 demiers acides amines de la sequence de la figur^ 10, 
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i 

L'lnvention conceme 6galement tout variant des sequence? 
d^crites ci-dessus obtenu par addition, substitution op ddtetton d'un ou 
piusieurs acides amines sans modifier de manter^ substantielle , les 
pn?pri6t6$ de la region dinterSt Parmi les modifications envisages, on 
note tout particuiierement les mutations eftencieusejs au niveau des 
frequences nucteotidiques qui ne modifient pas la s§qu^nce peptidique de 
fa proline ou du fragment d'int§r§t ainsi que les mutations conservatives 
qyl consistent & substituer un ou pjusieurs acides amines presentant. les 
mSmes caracteristiques fonctionnefles que Tacfde amir?6 de fa sdquencs 
native. Des additions ou d$i6tions d'acides amines sans; que fes propri&6$ 
des regions d'int6r§t soient substantiellernent modifies font dgalement 
partie de ('invention. Certains des residus peuvent §tre $(imin6s ou modifies 
en exprimant un gene modify de cette manidre chez £\ cotf comme d£cr}t 
pour le gene compiet Si cette proteine fixe I'hdparine avec (a mSme affinity 
que la HBHA enttere, cela signifie que les sequences r6fj>6tees ne sont pas 
impfiquees dans cetle fixation. En revanche, si la protdirie modifi6e perd la 
capacfte <J'interaglr avec I'hfeparine, la region modifies de ia proteins joue 
un r6le dans cette interaction. 

! 

Expression du gene de la HBHA de BCG\ chez Escherichia 
coil ! 

L'inventjon conceme egalement un i h&te cellulair© 
recombinant, caracterise en ce qu'tf comprend dans son| genome une des 
sequences nucieotidiques decrites precedemment. Plui particulier^ment, 
rinvention concerne la transformation d'hdtes cellulatre^ teJs que £ oofi 
avec une des sequences nucieotidiques de I'invention afijn de produlre tout 
ou partie de la proteine HBHA. La souche bacterienne ^ transformer peut 
comprendre la sequence complete codant pour HBHA apparaissant a la 
fl$ure 10 ou encore la sequence susceptible d'etre irrtpliquee dans les 
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fa pori 



interactions avec ies glycoconjugu6s sulfates ou fa portion C-termlnale de 
GStte sequence. A titre d'exemple, ie gene compiet codant pour la HBHA de 
BCG 8 &i£ introduit et exprlm6 dans £. coll 

Afln de produire la HBHA de BCG dans l:scherichia co// f fe 
ptasmide d6riv6 de pUC18 qui contient le fragment Sphl de 2.5 kb 
c^mportant ie gene de la HBHA de BCG fut restraint &imultan6ment par 
Nco t et Kpn I Le fragment de 705 paires de bases is^u de cette double 
r^trtetron fut purifte par 6iectro6lution apr&s migration dans un gel 
d'dgarose de 1% seion des procedures standards (17) fijt finalement clon6 
dans le vecteur d'expression pKK388-l (Cfontech, PajJo Alto. Ca., UA) 
pnM'atternent restraint pair Nco i et Kpn I. Le piasmidfe recombinant tut 
ensufte introduit dans E. colt XL1-Biue par des techniques classiques de 
transformation (17). 

L'anaiyse ph^notypique de la souche portant ce piasmide 
depression fut r6alis6e en cuttivant celle-cl dans un milieu LB liquid© et en 
stimulant la production de ia HBHA recombinant* par I'ajout 
d'l^opropylthiogalactopyranoside (IPTG) selon des m^jhodes standards 
(t7). Pratiquement, deux cultures en erienmeyers de 500 ml contenant 
chacun 100 m! de milieu LB iiquide supplements avec de rampiciliine & 
raiaon de 150 |jg/rnl, furent respectivement inocuteei avec 4 ml de 
prdwlture £ coif XL1-Blue contenant ie piasmide d'expreUion de la HBHA 
ou te piasmide pKK388-1 repr6sentant la culture contrfije. La crofssance 
des deux cultures fut suivie par mesure de fa densite optique d 600 nm« 
Quand celie-ci fut de 0,6, de HPTG fut ajout6 aux cultures 
final et iee cultures furent prolongSes pendant 4 heures. 
de culture furent pr§lev6es avant I'ajout dIPTG et au term& des 4 heures de 
culture en presence de flnducteur afin d'analyser par 61ecfrophor6se en gel 
de pofyacrylamide et par immunobtotting la production de HBHA 
mcprrtbinante. 



a ralson de 1 mM 
Des 6chantllfons 
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Les r§sultats de ces dffferentee analyses sont repris & ta 

figure 11. 

Les pistes A et B represented des ilysats totaux avant 
* induction de £ co//XL1-Blue transform6e respectiverrijent par pKK388-1 et 
le d&iv6 de pKK388-1 contenant !e gdne codant la HBHA, Les pistes C et 
D repr6sentent des lysate totaux apr£s induction 6 HpTG de £ coli XL1- 
. 8lue transformer respectivement par pKK388-1 et le d^rivg de pKK388~1 
contenant te $&ne codant Is HBHA. Les pistes £ continent 1 pg do HBHA 
pKriftes a partir de parols de BCG. De gauche 0 droite. les dlfterents 
panne^ux represented respectivement la coloration au bteu de Coomassie 
R-25Q du gel de polyacryiamide et les immunoblots s$nd£s par un s6rum 
murin controls, un serum murin dirig6 contre la HBHA;de BCG, I'antlcorps 
monoclonal murin 3921 E4 et Tanticorps monoclonal inurin 4057D2, Le$ 
poids motecuiafres de reference sont inscrits d la gauche du panneau 
pr^sentant la coloration au bleu de Coomassle du gel da polyacryiamide, 

L'analyse en gel de polyacryiamide colord au bleu de 
Coomaesie montre la synthase d'un polypeptide d'envinon 27 kDa chez 
£ coll XL1-Blue portant le vecteur d'expression de la HBHA et d6r&prim£ 
par I'lPTG. Ce polypeptide reconnu en immunobJottin^ par un antiserum 
murin dirig6 contre la proline HBHA purrfi^ d'un $urnageant de culture de 
BCG n'est pas produtt par £ coli XL1-Blue portent vecteur pKK388-1 
6ans insert, montrant que sa synthase depend de la sequence d'AON de 
BCG cton6 dans le vecteur d'expression. Comme celle-ci est integralement 

r 

Is sequence codante de la HBHA de BCG, il fut surprenant d'observer que 
le polypeptide recombinant pr^sente un poWs mofebulaire apparent plus 
feiWe que celui de la HBHA purffiee de BCG et qui est de 28 kDa dans fe 
systems de gel oonsid6r6. 

i 

L'fnvention concerne done 6galemeni une sequence 
peptldique recombinante caracterisee en ce quelle perfnet I*adh6rence de 
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mycobacteriefc 4 des cellules hdtes. Plus parttcufterement, Trnvention 
conceme une sequence peptidique comprenant un polypeptide d'environ 
3£ 27 kDa retonnu par lanticorps monoclonal 3921 £4 (14) et non reconnu 
par t'antfcorp$ monoclonal 4057D2 (14). De fa$on prgferite, la sequence 
peptidique recombinants de f invention est le produit ; d'expreasion d'une 
souche £ coll transform^ avec une des sequences nucteotidiques ddcrites 
pr6c6demment et codant pour une sequence peptidique permettant 
Tadhdrence de mycobacteries & des cellules h6tes T plus particulterement 
une sequence nucteotidlque obtenue a partir de M. bovis BCG ou 
M. tuberculosis. L'inventton concerne 6gaiement tout variant de cette 
sequence peptidique recombinante obtenu par additibn, substitution ou 
d^tetton d'un ou piusieurs nucleotides de fa$on a ce que la souche 
transform^© produise une sequence peptidique dffferente mais poss^dant 
la propria d'adherer a des cellules hdtes et plus particullerement & des 
cellules 6pith6Iiale$. 

Comme le poids moteculatre de la HBHA d6duft d parttr de la 
&$qyence de son gene est significativement inferieur h son poids 
mof£cu|aire apparent observe apres migration electrpphor&tque et que 
cette difference est le r^suitat de modifications post-traductionnelles de la 
HBHA, ces modifications ne sont pas r6ali$6es dans £. coll. Cette 
conclusion est 4tay6e par le fait que nous observons une immunp-r6activlt6 
<M6rentielie cie la HBHA recombinante avec les deux anticorps 
monoclonaux 3921 E4 et 4057D2. Si ces deux anticorps monoclonaux 
reconnaissent de manure dquivalente en immunoWottinp (a HBHA purjftee 
de BCG, seutement 3921 E4 est immunor6actlf avec la HBHA recombinant© 
produite ,chez E. coiL Cette observation montre tout d'abord que les 
Epitopes de ces deux anticorps monoclonaux sont ;diff6rents et que 
f epitope reconnu par4057D2 sur la HBHA n'est plus present quand celle-cl 
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$si produite cbez E cotf. qu'il est localise sur un 4l6ment molecuiatre 
resultant d'une modification post-traductionneile non r6ajlis$e par £ co//. 

Cette modification post-traductionnelle ectt une giycosylatjon 
dans ia mesure ou II a d6j& 6te montr£ que ia partfe ^accharidique d'une 
glycoproteine pouvait §tre immunogenique. Le motif sabctwidique est tr&s 
immunog£nique dans la mesure ou ranalyse par immurioblotting utllisant le 
s$rum murin anti-HBHA donne lieu £ un plus fiaible signal avec la HBHA 
recombinants par rapport a ceiui observe avac ia HBI^A purifie de BCG, 
Catte observation est d'autant plus interpellate que la quantlte de HBHA 
recombinants mise en jeu dans cette analyse est iarg^ment superieure & 
celle de ia HBHA natureiie, comme I'atteste ta coloration au bieu de 
Coomassre du gel de polyacrylarmde. Par ailleurs, comme 
nmmunor^actfvfte de 3921 E4 est proche de cetle observe a v sc le sdrym 
murin, PSpitope reconnu par cet anticorps monbclonei est done 
partieliement dependant de la modification post-traducticinnelle suspectee. 

Piusieurs approches experimental^ ont &te envisages pour 
Guelder la nature exacte de cette modification post-traductionnelle. Tout 
d'abOrd, ta H3HA puiiftee a partir de BCG. est $ouMse k Paction .de 
differents endoglycosidases ou exoglycosidases afin voir si le poids 
rnotecuiaire apparent de cette proline diminue apf&s action de ces 
Kjnzymes, Une plus rapide migration 6lectrophor6tiqufe observe aprfes 
digestion avec une ou piusieurs de ces enzymes, renseitjjne directement sur 
la nature chimfque de la modification saccharidique. ^Paraiteiement, des 
cultures de BCG menses en presence d'tnhibfteurs d^ glycosylate (ex. 
tunJcamycine qui inhibe la N-glycosylation chez ie$ bact^ries gram* 
positives) constituent une approche interessante pour decider la nature d&£ 
modifications post-traductionnellas de la HBHA, 
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Identification du site de fixation a f'heparine (« Heparin-tjinding site ») de ia 
H&HA. ! 

Comma il a 6te d6montr6 que la HBHA a |m r6le direct dane . 
{'Interaction entre le BCG et les cellules ^pltheliales, interaction qui est 

l 

taftlp&bte par rheparine, H est important d'identifier |a region qui est 
irnpliqu^e dans Interaction du BCG avec les cellules epithefiales via les 
polysaccharides sulfates. j 
la ffgHA prodults sous forme recombinants par E. cobest t'objgt d'une : 

pfpt£olvse affertant son axtr6mite carboxvterroinale et entraTnant une 

flimiDuiiQn tfgffinite pour »'h^P3rine j 
La HBHA produtte chez E. coli WL1 Blue s'accumule dfcns te cytoplasme 
mate demeure soluble puisqu'une sonication des coiibabllles suivie d'une 
C©ntHfugalion de clarification (10.000 g pendant 15 mtrhrtes) permet de 
retrouver Pintegraiite de la HBHA detectable en imrnunobiot dans la fraction 
soluble du lysat Lorsque cette derniere est Incupeje k temperature 
ambfante, ia HBHA reeombinante subit une degradation rapide jusqu'au 
terme d'une incubation de 2 heures« son poids moteculaife apparent passe 
de 27kOa e 19kDa. La forme de 19kDa qui n'est p|us reconnue par 
Panticorps monoclonal 3921 E4 montre cependant une bt>nne resistance e 
une degradation ulterieure puisque cette forme demeure stable au terme 
dime incubation de I8heures a temperature ambi^inte, Comme la 
degradation de la HBHA recombinante a pu etre stopper par ajout d ! 1mM 
d'AEEBSF qui est un inhtbiteur de proteases a serine, H ! est probable que 
pstte degradation soft te r6sultat d'une proteoiyse. II est j& noter que de la 
HBHA native incubee dans un lysat de fLcoiLXLI-Btue nej subit pas parellie 
degradation, suggerant alnsl que la modification posMraductlonnelle portee 
per fa HBHA native iui confere une resistance vis-A-visj de la proteoiyse 
opservee avec ia HBHA recombinante. j 
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Uan6lyse chromatographique sur h6parine-S6pharpse *Tun sonicat clarifl6 
de fi. ppH XL1-Blue produisant de la HBHA recombinants at supplements 
gvac 1rnM d'AEBSF, a r6v6I6 que la HBHA recbmbinante fixe rh<§parjne 
avec la mSme affinity que ia HBHA native puisqu'elte 6lt?e £ 350mM NaCI in 
5 PBS- Par contra, la HBHA degrad^e en polypeptide dejlf? kDa ne fixe plus 
(Sparine ce qui montre que ta partie clivee est indispensable pour la 
reconnaissance des polysaccharides sulfates. La Hj3HA recombinante 
purifies sur h6parine-S6pharose s'est en outre Ir6v6lee Incapable 
d'sgglutiner les Erythrocytes de iapin, Ces observations montrent que la 
id modification post-traductionneiles de la HBHA n'est pas Impliquee dans son 
activity de fixation d ('heparins mats est importantel pour son activity 
^hemagglutination. 

L'anaiyse de la HBHA recombinante par chromatogfaphie sur matrice 
d'h^parine fmmobfiis6e s'est aussi rev6lee interessante pouria cartographie 

15 du domaine prol6ique impliqu6 dans la reconnaissance de Thdparine 
(Heparin-binding site). En effet, trois formes de HBHA recombinante 
pr6$entant des poids motecuiaires de 27, 26 ei 25 kDa furent 6iu6es par un 
. gradient iin£aire de NaCI variant de 0 & 500 mM at appllqud au tampon de 
lavage de la colonne (PBS). Les formes de 26 at 2$ kDa, protfuits de 

2 : 0 degradation de la proteins recombinante compete de 27kDa T fluent 
respectivement a environ 310 et 280 mM NaCI. Comm0 Ces deux formes 
pr£sentent una baisse d'affinit6 pour fhdparine par rappprt d la proline 
recombinante complete, il 6tait important de connate ia region ou 
s'erffpctu^nt les troncatures. Pour ce faire, tes extr6mite$ amino-termfnales 

25 des 3 formes puriftees sur h6parine-S6pharo$e furent micros^quencds, 
L'analyse d$s 10 premiers acides amines r6v6la quia les 3 esp£ces 
moteculaJres pr^sentent la mSme sequence qui est identilque k la sequence 
aminoterminaie de ia HBHA puriftee a partir de parois de BCG. Cstte 
observation montre done que la degradation de la HfjtHA recombinante 
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eWectue par divages carboxy-terminaux successifs. Cm divages aliant 
pplr avec une baisse d'affinite pour f'heparine montr^nt Que les actdes 
• amines carboxy-termtnaux de la HBHA sont directemenjt impliques dans la 

■ reconnaissance des polysaccharides sulfates. La grand^ teneur en lysines 

i 

dfrnfc les zones tepdtees carboxyterminaies de ta HBHA plaide par allleurs 
. ppur une interaction 6Iectrostatique entre les charges positives des lysines 
©t Ids charges negatives portees par les rteidus sulfates jde sparine, 
Le f6!e des lysines dans les Interactions proteines-spcres sulfates est 
c^ailteurs documents (1 8). ] 
Ub forme de 19 kDa observe apres proteotyse de la H^HA recombinante 
ppurrait done correspondre & une HBHA ayant perciu ses sequences 
r6p6tees carboxy-terminates et correspondant £ une gerfe de 39 acides 
ftrrtnds. Dans cette hypothfese, la chaTne polypeptidase de la HBHA 
pefcjrelt une masse d'environ 3,8 kDa et passeratt ainsf 4e 21 ,3 & 17,5 kDa, 
Le poids motecuiaire apparent de la HBHA recombinante apres proteolyse 
dans un lysat de E. cofi XL1-BIue est tout a fait compatible avec cette 
hypothdse. II est aussi interessant de remarquer ique la migration 
^leotrophorMque aberrante de la HBHA et attribute \a ses sequences 
r&p6tees carboxy-terminales, n'est plus observde avec ja forme d6grad£e 
de 19 kDa qui ne fixe plus Pheparine, Cette derntere observation renforce 
dpnc Thypothfese salon laquelle la HBHA recombinante de 19kpa 
obrrespondratt k une HBHA ayant perdu ses sequences; r6p6tees carboxy* 
terminates, Comme I'antlcorps monoclonal 3921 E4 nej reconnaft plus la 
H&HA recombinante de 19 kDa. ceia sugg6re que son Epitope seralt 
: looaii$6 dans les sequences r6p6tees carboxy-tenrninale^ 
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Ftea?tivit6 Immunitaire vis-a-vie d'HBHA par de^ antiserums des 
tuberculeux ; 

Pour savotr si HBHA est capable d'induire une r^ponse 
tmmynitairs chez rhomme, des analyses d'immuno^mpreintes orit 6te 
l&allsee? an utilisant de I'HBHA purifiee et des antiserums humajnp 

, prov^nant de. tuberculeux. Cinq microgrammes de ija proteins ont 6t6 
$Qumx> & I'diectraphorese en utiiisant un gel de potyadrylamide-SDS d 16 
% f puis transfers sur des membranes de nitrocfelluioses sonctees 
uMrieurement avec les serums dilu6s 100 fois provehant de 7 patients 
dfffetents atteints de tubercuiose evolutive (voir figure $ f pistes 3A 6 493) 

■'(#SW 1. HBHA purifies, piste 2, proline non pertin'ente), ainsi que le 
s&njm d'un sujet sain (piste terrain), Les pistes de gauphe contiennent les 
prolines purifies (pistes 1 el 2) et les marqueurs d^ poids molecuJaire 
(voir PM) ont 6t6 colons au bleu de Coomassie apr&s SpS-PAGE, 

Les r6sultats pr6sent6s a la fig > 6 monirent que tous les 
§6ryms des tuberculeux contiennent des anticorps anti*HBHA, alors que le 
s£rym de Findividu sain ne contenait pas de tels anticjjrps, Ces r^sultats 
in,diqyent que ('HBHA exposGe & la surface est imr^unogfene pendant 

Involution de la tubercuiose humaine et que la pr^senfce d'anticorps anti- 

I 

HBHA permet de determiner ia presence defections myoobacteriennes. 

La rr)odification ppst-traductionnette oortee bar la HBHA native 
est un determinant antigenloue maieur chez les patients (ubercuteux : 

La HBHA recombinante produite par JLjsjILfut analyse par 
imrrtutnobfot en utilisant les $6ras de patients tuberculeuxi. Gomparatfvement 
mx #gnaux de detection obtenus avec de la HPHA Native, ces rdactifs 
immunotogiques ont reconnu tr6s faiblement la proline recombinante, 
tndiqyant done que la modification post-traductionnelle*de la HBHA porta 
un op des epitopes majeurs. Ces s6ras se sont av6jr6s incapabfes de 
d&ecter ia HBHA recombinante de 19 kDa, 
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L'inventlon conceme done ['utilisation; d'une s6quenpe 

! ppptitfique ou de la proteine de Invention, et partiqulterement une og 

j piusieurs regions immunogdnes de cette sequence dm proteine, dans le 

I diagnostic defections mycobacteriennes, notammeni par la mm en 
Evidence de la presence d'anticorps anti-HBHA dans des fluides 
bipiqgiques. De fa$on g£n6rale ( une sequence peptidiqule ou ia proteine ou 

| uivpolyp^ptide recombinant de preference modifte selpn: ['Invention est i\& a 

; un support et incub£ avec des fluides bioiogiques susc^ptibies de contenfr 

; des anticorps anti-HBHA. Les anticorps anti-HBHA !tes*au polypeptide da 

; invention sont ensuite mis en Evidence soft par example avec des 

; afitlcorps marques diriges centre ies anticorps anti-HBHA, sort avec des 

; anticorps non marques diriges contre les anticorps Sntl-HBHA et des 

: anticorps marques par example par une enzyme de type phosphatase 

. afoaiine ou peroxidase, ou de la biotine diriges contre les anticorps non 

| marques. 

! De fapon d&ailtee, la proteine complete ou un polypeptides 

= recombinant de rtnvention peut <§tre utilisee mais on peut £gatement utifiser 

; une ou phjsieurs regions immunogenes de cette proteinb qui peuvent Stre 

. d&t&mnindes par des techniques dites d'« epitope mappihg » bten connues 

; de ia personne vers6e dans 1'art. Par exempie, en vue de cartographer las 
epitopes 9 el T presents dans ia molecule de HBHA complete, on a recours 

! d la mdthode des proflis d'hydrophobicrte (19), La pr6dictibn Informatfeee de 

; d&arminents antig^niques pour ceiluies B est aussi utilise (20), 

; Le polypeptide choisi est adsorb^ sur un; support de type 

j pfaque de microtitration, canule, microbille ou autre. La fixation dg 

i 

; polypeptide $&t effectuate en utillsant des technique? connues de ia 

| p^rsonne vers6e dans Cart, De fagon pr#er£e, le support utilise est une 

i 

I plague de mJcrotitratlon. Le polypeptide est done diiue dans un tampon 

! carbonate basique et distribue dans les purts. Apres tfne Incubation de 
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quelques beures ^ temperature ambiante, on effectue glusieurs lavages en 
utllisant un tampon physlologique, 

Le polypeptide fix6 au support est ensufte incuts avec un 
6chant)fion de fluide biologique, Plusieurs types de fluides bioiogiques 
5 p^uvent Stre utilises et obtenus a partir d'animaux $u d'humains. Plus 
partfcuiteremenL le fluide biologique peut dtre obtenu d ;partir de s6rurn, de 
tymphe, de saiive ou d'urine ou encore isote & partir He tissus telles le$ 
qeflules de poumons. L'incubation se fait seion les proc|6d6s habituels, Icf, 
lefe scrums de patient sont dilu6s et mis en contact avec fa sequence 
T : : 10 peptidique fix6e sur ia plaque, L'incubation d'environ ur^e heure est sulvie 
u . ' 0$ plusieurs lavages avec un tampon physiologique. Las anticorps antk 
|T HBHA lids au polypeptide de ('invention sont ensuite m[s en Evidence soit 

It avec des anticorps marques dirig6$ contre les anticorps anti-HBHA, soit 

if! avec des anticorps non marques diriges contre les artticorps anti-HBHA 

...^ 15 purs avfcc des anticorps marques diriges contre les anticorps non marqu6s, 
f Le marquage des anticorps peut §tre nadioactif mais on 

;M, pr6f6rera de f©9on g6n6rale un autre type de marqiiage habitual. Les 

^ . substances fluorescentes telle que r^sithiocyanateffuoriscine ou les 

q , enzymes teJs que la phosphatase alcaiine. ia p&roxydase ou la 

^ 20 biottne/streptayidine sont des marqueurs cornmun^ment utilises. Le choix 
des anticorps marques ou non marques depend, de f'aninrjal duquei 
provlennent les liquides bioiogiques. S'il s'agit de liquids biologique humain f 
t#$ anticorps utilises sont diriges contre des immunogiobtilines humaines. 

La liaison entre fanticorps anti-HBHA et les anticorps marques 
25 ou non marques s'effectue seion les techniques habituejles. Per example, 
l# ruction a lieu pendant une heure a temperature ambtente et apr§s 
pjt/sieurs lavages, un substrat du marqueur est ajoute. 

L'invention concerne 6galement un kit perniettant de d6tecter 
la presence danticorps anti-HBHA dans un 6chantfIlon de fluide biologique. 
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Le kit comprend un polypeptide, ou une ou plusieurs reports immunogenss 
de Ib HBHA adsorbee sur un support et de fa;on optiohnelle, un anticorps 

mancjud (et si ndcessaire un anticorps non marqu$) afn^si que les tampons . 
habttuals et un substrat du marqueut\ \ 
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REVSNPJCAT10NS ! 

1. Sequence peptidique permeftanti ('adherence de 

Mycobacterias & des cellules hdtes, notamment des cellules 6pith6IJales. 

i 

2. Sequence peptidique selon ia revendlcajtion 1, caract6ri$6e 
en oe que iadite sequence comprend un antig&ne myc£>bact6rien de type 
hemagglutinins de liaison & rh§parine (HBHA), notarnrjnent d'un arttigdne 
obtenu k partir de M, bovis BCG ou M. tuberculosis. \ 

3. Sequence peptidique seion la reveHdication 1 ou 2, 
caracteris^e en ce que Iadite sequence comprend la sequence peptidique 
de la figure 10 ou tout variant de iadite sequence permetfant I'adh^renc? de 
mteobacteries & des cellules h6tes et obtenu par addition, substitution ou 
d6ldtjon d'un ou plusieurs acldes amines de Iadite $6queftce. 

4. Sequence peptidique selon la revendteatjion 3, caracttris^e 
en ce qu r elie comprend la portion C-terminaie de la &6qufcnce peptidique de 
la figure 10 r plus particuiterement la sequence cornpren^nt tes 50 derniers 
acides amines de la sequence peptidique de ia figure 10 ou tout variant de 
oette sequence peirnettant i'adh6rence de mycobacterias 6 des cellules 
h6tes et obtenues par addition, substitution ou d6l6tion;d'un ou plusieurs 
scides amines de iadite sequence. 

5. Sequence peptidique selon Tune Iquelconque des 
revendlcatlons 1 s 4, caracteris6e en ce qu'elle compfend la sequence 
peptidique $uivante : ; 

KKMPAKKMPAKKMPAKKAAAKKAPAK 
ou toute portion ou variant de cette s^qbence permettant 
('adherence de mycobacterias a des cellules hdtes et obtenu par addition, 
Substitution ou d6tetion d'un ou plusieurs acides amines cfe Iadite sequence 
peptidique. 



W0STC/444$3 PCT/FR97/00886 

! i 

: 36 i 

| 6, Sequence peptidique selon l'une quelconque des 

; revindications 1 a 5, caract6ris6e en ce quelle est reccfnnue par lanticotps 
I monoclonal 4057D2. f 
; 7. Sequence peptidique recombinante, paracteris^e en ce 

| . cfu-alle pemnet ('adherence de mycobacterias d des cellules h6tes» 
I notemment des cellules 6pith6liafes. 

8. Sequence peptidique recomb^ante selon , la 
; revendication 7, caraci6ris6e en ce que ladite e$qu6nce est le prbduit 
d'exprassion d r une sequence nucteotidique codant pfour una sequence 
j peptidique permettant I'adh^rence de mycobacterias dides cellules h6tes r 
\ plus particuiierement & une sequence peptidique obtenue 6 partir d£ M, 
; bovi$ BCG ou M. tuberculosis. » 
! 9. Sequence peptidique recombiriante selon la 

j revendication 8. caracterisee en ce que ladite sequence est fe prpduit 
| depression d'une souche £. coli transform^ avjpq une s6qupnce 
j nud6otidlque codant pour une sequence peptidique perfnettant ('adherence 
I de mycobecteries 6 des cellules hfites, plus particuliererirferrt una s6qu#nce 
I nucteotidique obtenue 6 partir de M. bovts BCG ou M. tofcercu/os/s. 

10. Sequence peptidique recgmbirjante selon la 

i 

■ revindication 8. caract6ris6e en ce qu'elle comprend un polypeptide de 
; recombinant d'environ 25 KDa reconnu par fanticorps monoclonal 3921 £4 
j et non reconnu par I'anticorps monoclonal 4057D2. 

11. Sequence peptidique recombinffnte salon Tune 
; quelconque des revendications 7 & 10, caracterisde en qe qu'elle compfend 
; Je produit depression d'une sequence nuddotldique codant pour la 
i sequence peptidique de la figure 10 ou pour toute; portion de ladite 
; sequence peptidique permettant ['adherence de mypobaetSries d 4m 
\ cellules h&tes. 
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12. S6quence peptidique recombinante selon P«n« 
queiconque des revendications 7 k 10, caractdrlsee ln:ce quelle est le 
produft d'expression de la sequence rtucteotidtque codajtf pour la portion C- 
terminale, plus particulferement de la sequence comprint les 50 dernrers 
#ctdes amines de la sequence peptidique de la figur^ 10 ou pour toute 
portion de iadite sequence peptidique permettarjt ('adherence de 
myoobactdrles a des cellules hdtes. j 

13. Utilisation d'une sequence peptidique selon Tunef 
queiconque des revendications 1 a 12, pour la preparation de vaccine 
contre les infections mycobacteriennes, particuli&reniieM les infections 
fcausees par M, bovis ou M. tuberculosis. ; * 

14. Utilisation de la HBHA ou polypeptide djariv§ de preference 
fnod?f}& selon I'une queiconque des revendications 1 £ lj> pour fe diagnostic 
cj'infectton mycobacterienne. j 

15. Utilisation selon la revendication 14, baract6ris6e en ce 
que Iadite prot&ne ou ledit polypeptide est utilise jpour la detection 

anticorps anti-HBHA dans un fiuide biologique. I 

16. Composition irnmunog^ne caracterisbq en ce qu'Qil^ 
oomprend une sequence peptidique seion Tune \ queiconque des 
revendications 1 d 12. ! 

17. Utilisation de glucides sulfates ou <jle glycoconjugu6s 
sulfates pour inhlber Tadh6rence de mycobact6rie^ k des cellules 
6pith6tiales. ; 

18. Utilisation selon la revendication 17, <?afact6risee en ce 
que le glucide suffat6 choisi parmi le groupe compfenant notamment 
Ph&parine, la chondro'ftine sulfate et le dextran sutfa|e alnsi que leqrs 
d£riv6s naturals ou synth&iques. \ 
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19. Sequence nucteotidique caracteris6e £n ce quelle code 
pour una sequence peptidlque permettant ['adherence d^s mycobacteries £ 
des ceflules h6tes, notamrnent & des cellules 6pjth6iiate$t 

20. Sequence nucteotldique selon ia Irevendication 19 T 
1 caract£ris§e en ce que ladite sequence code poor un antigdne 

mycobacterien de type hemagglutinins de liaison £ f'hdpsjrine (HBHA), 

21. Sequence nucieotidique selon ia reven(dicatton 19 ou 2Q, 
caracterisee en ce que ladite sequence code pour une sequence peptidlque 
comprenant la sequence peptidique de la figure 10 oii toute portion de 
ladite sequence peptidique permettant ('adherence de mycpbacteries d des 
caWules h6tes et obtenu par addition, substitution ou! d£tetion d'un ou 

i 

piusieurs acides amines de ladite sequence peptidique. * 

22. Sequence nucieotidique selon la i revendlcation 21, 

3 

ceractdris6e en ce que ladite sequence code pour une sequence peptidique 
correspondant k la portion C-terminaie, plus particufidrefaent la sequence 
comprenent les 50 derniers acides amines de la sequence peptidique de la 
figure 10 ou pour tout variant de cette sequence permettant I'adh6rence e 
mymcobecteries & des cellules h6tes et obtenu par addition, substitution ou 
dilution d'un ou plusieurs acides amin6s de ladite s^querjce peptidique, 

23. Sequence nucieotidique selon Tune j quelconque des 
; revindications 19 h 22, caracteris6e en ce que ladite s^uence comprend 
: une sequence codant pour la sequence peptidique suivan(te : 

KKMPAKKMPAKKMPAKKAMKKAPAKI<AMKKVTQK. 

j 

ou tout vanant de ladite sequence peptidique permettant ' I'adh^rence de 
mycobacteries h des cellules h6tes et obtenues par addttipn, substitution ou 
ddtetion d'un ou plusieurs acides amines de fadite sdquenbe, peptidique, 

24. Vecteur recombinant caracterise en ce qiu'il comprend une 
sequence nucieotidique selon Tune quelconque des reven(dicat}ons 19 d 23. 
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25. H6te celiuiaire recombinant caract&rts^ en ce qg'll 
pgrnprend dans son genome une sequence nucteoirdique selon i'utie 
quetconque des revendications 1 9 & 23. 

26. Hdte celiuiaire recombinant selon la revendication 2j5, 
5 £aracterls6 en ce que iedit h6te est une mycobacterie, n^tamtnent le BCG. 

27. H6te selon ia revendication 25 ou 26i caract6rfs6 en ce 
que fadit© sequence nucteotidique est suresprim^e par l$dlt hdte, 

28. Utilisation d'un h6te celiuiaire recombinant selon Tune 
queiconque des revindications 25 S 27, en th§rapie anti^canc^reuse. 

10 29. Nfeessaire ou kit permettant de d^ecter la presence 

tfanticorps anti-HBHA dans un 6chantlflon de fluide tfelogique, Iedit kit 
oomprenant ia HBHA ou un polypeptide de preference rnodifte, seion Tune 
quefconque des revendications 1 & 12 T ou une oujpJusieurs regions 
imrnunog^nes de ladite prot&ne adsorbee sur un support et de fagon 

15 (jptionneHe, un anticorps marque (et si n^cessaire <un anticorps non 
marqu6) ainsi que las tampons habituels et un substrat du marqueur. 
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egg ; c *f g<?g ggt aat oa* acc tga agg aoa gtc ate tgg gtg atftf tog acc gca gse tga 



SI 



tec age ego. teg gpc ggc get ggc caa cag ega etc egt eg* tga cgt gaa gc* Mg gag 

121 . 

Ac* egc -wt gap egg ate age tgg gee tga eat eta cga act eg* oeg aca ace gac cog 



egg gtc teg aet agt 



tgt aag a&c gee gat 



acg ate agg agg ctt oee egg eaa gte gcg tge cat gte aat aogj 

cm ecu :tgg agg age ega ego ttg cec eaa cgt cca gac caa aga? 
J 01 

ate aga aaa tag tea atg aa* gga ata ecc atg get gaa aao ecu aae att gas gaa ate 

a K. 5 fl— 4-H 1 B ■■ ■ P „ ,. I 

351 . ! 

aac jgas ceg tfcg ctt gec g=s ctt gga gcg gee gao atg gee ttft gca act gtc acc gag 



ttg ata acg aae ctg cgt gag cgt gcg gag gag act cgt acg g&c\ ace egc age egg tftc 



'^gag gag age cgt get egc org acc aag etg cag gaa gat otg ecc* gag cag etc age gag 
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^4 ctg cg^ ^ aag tec acc gee gag gag ctg cgt aag gec goe gag; ggo tae cto gag gee 
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P gcg act age egg tae aac gag etc ate gag egc ggt gag gec gc£ eta gag egg otg W 
" fi Ry»ELVERflfiXX : I*ERI.Il 
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